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1.緒 言
環境条件の悪化や生活様式の変化，社会生活の複
雑化にともなうストレスの増加等により，花粉症や
食物アレルギーなどの免疫性疾患が子供から成人に
及ぶ広い年代層で増加し，現代病のひとつとして注
目されている。また，同様にクローン病やリューマ
チなどの炎症性免疫性疾患に悩む人も多い。
そこで，伝統的に栽培されているキノア1）および
ヒエを用いて，アレルギーと炎症に関与するヒスタ
ミン遊離量およびTNF-・，IL3，IL13の発現量を
検討した。
2.方 法
（1） 試料の調製
① キノア抽出物
キノア穀部全粒は市販品を入手した。キノアの穀
部を粉砕した後，10％エタノールにより20時間抽
出後，不要物を遠心分離（10,000g×15分）により
取り除き，濃縮後，凍結乾燥により粉末を得，キノ
ア抽出物とした。
② ヒエ抽出物
ヒエの穀部全粒は市販品を入手した。ヒエの穀部
を粉砕した後，10％エタノールにより20時間抽出
後，不要物を遠心分離（10,000g×15分）により取
り除き，濃縮後，凍結乾燥により粉末を得，ヒエ抽
出物とした。
（2） 細胞の培養
① Caco-2細胞
腸管上皮細胞のモデルとして Caco-2を使用し
た2）。Caco-2細胞はMEM培地（SIGMA社製）に
10％となるよう牛血清を添加し，37℃，5％二酸化
炭素環境下で角形フラスコを用いて培養を行った。
培養後細胞を取得し，24穴プレート用バイオカル
チャーコートインサート（BDBioCoat社製）に，各
インサート2.0×105個となるよう播種し，21日間，
10％牛血清添加MEM培地にて37℃，5％二酸化
炭素環境下で培養した3）。21日間培養後，各イン
サートの細胞膜抵抗を EVOM2（WorldPrecision
Instruments社製）により測定し，400Ω以上のイン
サートを使用した。
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② RBL-2H3細胞
肥満細胞のモデルとしてRBL-2H3を使用した4）。
RBL-2H3細胞は MEM 培地に 10％ となるよう牛
血清を添加し，37℃，5％二酸化炭素環境下で角形
フラスコを用いて前培養を行った。培養後細胞を取
得し，DNP-IgEで感作後，24穴プレートに，各穴
5×105個となるよう播種し，18時間，10％牛血清
添加MEM培地にて，37℃，5％二酸化炭素環境下
で培養した。
（3） 統計処理
平均および標準偏差を算出すると共に，Stat
view ver.5.0を使用しTukey-Kramer法を用いて
検定処理を行った。
（4） 試料の添加
インサートで培養したCaco-2細胞および，RBL-
2H3細胞の培地を廃棄し，PBS（リン酸緩衝液）に
て洗浄した。洗浄後24穴プレートにPBSを添加し
た。添加後，インサートと24穴プレートをセット
した。セット後，インサートにPBSに溶解したキ
ノア穀部抽出物（10・g/ml/穴），ヒエ抽出物（10・g/
ml/穴）を添加した。同時にPBSのみを添加した対
照群を用意した。各試料添加後，37℃，5％二酸化
炭素環境下で1時間処理を行った。処理後，24穴
プレートに DNP-BSAを添加し，1時間，37℃，
5％二酸化炭素環境下で刺激処理を行った。刺激処
理後，24穴プレートのPBSおよびRBL-2H3細胞
を取得した。
（5） ヒスタミン遊離量の測定
ヒスタミン遊離量の測定は取得したPBSを用い
てEIA法により行った。測定は24穴プレートより
取得した PBSを適宜希釈し， HISTAMINE
ENZYMEIMMUNOASSAYKITA05890-96wels
（SPIbio社製）を使用して測定した。
（6） サイトカイン類産生量の測定
IL3，IL13およびTNF-・の発現量の測定は，取
得した RBL-2H3細胞を用いて RT-PCR法により
行った。すなわち刺激後に取得したRBL-2H3細胞
をPBSにより洗浄後，トリゾル（インビトロジェン社
製）を0.5ml添加した。添加後クロロフォルムを
0.1ml添加し混合後，遠心分離およびイソプロパ
ノール沈殿し，エタノール洗浄により totalRNA
を取得した。その後，RNaseを含まない純水に溶
解した。溶解後，ランダムプライマー法により，
SuoerScripIII（インビトロジェン社製）を用いて逆
転写を行い，cDNAを取得した。取得したcDNA
を用いて，表 1に示した条件で PCRを行った。
PCR処理後，PCR産物の量を蛍光キャピラリー電
気泳動（バイオアナライザー2100，アジレント社製）
により測定し，・-actinをベースとしたTNF-・お
よびIL3，IL13の産生量を算出した。
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表1 PCRの条件
denaturation annealing extension cycles primer
℃ sec. ℃ sec. ℃ sec.
IL-3 94 60 54 45 72 45 30 GTATGCTGCTCCCGCTCCTGATG
CATTCCACGGTCATAGGGCGAAAG
IL-13 94 60 52 45 72 45 30 GCTCTCGCTTGCCTTGGTGGTC
CATCCGAGGCCTTTTGGTTACAG
TNF-・ 94 60 49 45 72 45 30 CAAGGAGGAGAAGTTCCCAA
CGGACTCCGTGATGTCTAAG
・-actin 94 60 45 45 72 45 25 TAACCAACTGGGACGATATG
ATACAGGGACAGCACAGCCT
3.結果および考察
ヒスタミン遊離量を図1に示した。抽出物を添加
しないPBSではヒスタミン遊離量は86.4±8.8nM，
キノア抽出物添加では40.1±14.5nM，ヒエ抽出物
添加では53.3±8.0nMであった。キノア抽出物お
よびヒエ抽出物添加では，PBSに比べヒスタミン
遊離量は有意に低値を示した。キノア抽出物および
ヒエ抽出物添加の間では有意な差を認めなかった。
キノア抽出物およびヒエ抽出物添加によるヒスタ
ミン遊離の阻害率を図2に示した。キノア抽出物は
PBSに比べ53.6±16.8％ヒスタミン遊離を阻害し
た。同様にヒエ抽出物は38.3±9.2％阻害した。キ
ノア抽出物とヒエ抽出物添加の間に有意な差を認め
なかった。
TNF-・およびIL3，IL13の発現量を図3，4，5
に示した。totalRNA1・g当たりの・-actin量は各
試料間で有意な差は認められなかった。キノア抽出
物およびヒエ抽出物添加によるTNF-・およびIL3，
IL13の発現量は低値を示す傾向であったが，有意
な差は認められなかった。
以上の様に，多孔膜上に培養したCaco2細胞お
よびRBL-2H3により腸管上皮モデルを構築した。
培養したCaco2粘膜上皮側にキノアおよびヒエの
抽出物を添加したところ，無添加の状態に比べ，
IgEで感作しアレルゲンで刺激したRBL-2H3から
のヒスタミン遊離量は有意に低値を示した。同様に
RBL-2H3のTNF-・およびIL3，IL13の発現量は
低値を示す傾向にあった。
ヒスタミンはH1受容体を介して炎症や血圧降下，
血管透過性亢進，平滑筋収縮，血管拡張などのアレ
ルギー反応を生じる5）。同様に炎症性サイトカイン
の一つであるTNF-・はTNFRs受容体を介してア
ポトーシスの誘導や感染防御，抗腫瘍作用を示すが，
過剰発現によりクローン病やリュウマチの原因とな
っている6）。近年，TNF-・の抗体や受容体アンタ
ゴニストがリュウマチなどの治療薬として利用され
ている。本研究ではキノア抽出物およびヒエ抽出物
の添加により，ヒスタミン遊離量は低下し，TNF-・
発現量も低下傾向にあった。このことから，これら
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図1 キノアおよびヒエ抽出物添加時のヒスタミン遊離量
平均±標準偏差，＊:p＜0.05，n＝3
図2 キノアおよびヒエ抽出物添加時のヒスタミン遊離阻害率
平均±標準偏差，＊:p＜0.05,n＝3
図3 キノアおよびヒエ抽出物添加時のTNF-・産生量
平均±標準偏差，＊:p＜0.05，n＝5
の抽出物は，経口投与によりアレルギー症状の発現
を抑制する可能性を有することが示唆される。伝統
的に栽培されているキノアやヒエは，長年食用に供
されており，安全性の高い栽培植物として利用され
てきている。今後分画，精製による活性物質の同定
や，動物ヒト試験により抗アレルギーや抗炎症性
を明らかにし，これらの機能を有する食品素材とし
て開発が可能であると考えられる。
参考文献
1） CoulterL.andLorenzK.,Quinoa-Composition,
nutritionalvalue,food applications.,Lebensm-
Wiss.Technol.,23,p203207,1990
2） RoussetM.,Thehuman colon carcinomacel
linesHT-29andCaco-2:twoinvitromodelsfor
thestudyofintestinaldifferentiation.Biochem.,
68,p10351040,1986
3） OguchiS.,WalkerW.A.,and Sanderson IR.,
Differentiationandpolarityalterthebindingof
IGF-Ito human intestinalepithelial（Caco-2）
cels.JPediatrGastroenterolNutr.,20,p148
155,1995
4） MatsubaraM.et.al.,Differentialregulationof
IL-4 expression and degranulation by anti-
alergicolopatadinein ratbasophilicleukemia
（RBL-2H3）cels.,Biochem.Pharm.,67,p1315
1326,2004
5） 渡邉建彦，谷内一彦，大津浩，ヒスタミンと創薬，
日本薬理学雑誌，106，p1419，1995
6） 庄田宏文，全身性自己免疫疾患の発症要因をめぐっ
て 関節炎の発症とサイトカインケモカイン，月刊
臨床免疫アレルギー科，47，p539544，2007
（たかお てつや 健康デザイン学科）
（もとお ゆき 管理栄養学科）
―29―
図4 キノアおよびヒエ抽出物添加時のIL3産生量
平均±標準偏差，＊:p＜0.05，n＝5
図5 キノアおよびヒエ抽出物添加時のIL13産生量
平均±標準偏差，＊:p＜0.05，n＝5
